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ABSTRACT 
The  apparatus  described  is  designed  to  permit  the  observation  of  the  smallest  cellular 
components with  the phase contrast microscope  (which requires an objective of a  high nu- 
merical aperture) while a  part of the cell is  irradiated  by  a  very small  spot  of ultraviolet 
radiation.  Theoretical  considerations show a  good distribution of the  energy for  a  diam- 
eter of  the irradiation spot  as small  as 0.2 microns.  Indications are given about  the limi- 
tations  of the  brightness caused  by  diffraction at the spot diaphragm and the energy ab- 
sorption by volume-unit of the irradiated object. The practical applications of the apparatus 
are discussed. 
Les  premiers  travaux  sur  l'irradiation  ultra- 
violette  localisSe  datent  de  1912.  Tschachotin 
(2,  3)  utilisait  une  6tincelle  au  magn&ium,  un 
monochromateur et un microscope invers~ equipfi 
d'une optique en quartz qui donnait sur la prepa- 
ration  une  image  r6duite  de  la raie de  2  800 A. 
Les  cellules 6taient observ6es avec  un  microscope 
ordinaire. Une solution fluorescente permettait de 
se  rendre  compte  de  l'endroit  oh  se  trouvait  le 
spot  ultra-violet,  done  de  le  mettre  au  point  sur 
la  pr~paration.  On  rempla~ait ensuite cette  solu- 
tion par la pr6paration elle-m~me. 
En  1954  et  en  1957,  Uretz,  Bloom,  et  Zirkle, 
et  Uretz  et  Perry,  ont  travaill6 avec un  appareil 
dans  lequel  le  faisceau  des  radiations  ultra- 
violettes  arrive  ~t  travers  l'objectif  qui  est  un 
syst~me  h  miroirs.  Le  m~me  objectif sert  h  l'ob- 
servation. L'objectif ~ miroirs permet l'irradiation 
avec  diff~rentes  longueurs  d'ondes  sans  modifier 
la mise au point. Le spot obtenu avec l'appareil a 
Travail fair  avee  l'aide  du  Public  Health  Service, 
Hema  (5) ]. 
Refu  le  I  Mai,  1960. 
un  diam~tre  minimum  de  1  ou  2  microns.  La 
position  du  spot  ultra-violet est  r6gl~e  pr~alable- 
ment en lumi~re visible.  Uretz et Perry,  en  1957, 
ont  utilis6  un  objectif  h  miroirs  avec  un  micro- 
scope  permettant  l'observation  en  contraste  de 
phase.  Un  photomultiplicateur  pouvait  se  substi- 
tuer  au  eondensateur  du  microscope  pour  indi- 
quer  la  quantit6  de  radiations  revues  par  les 
cellules. 
I.  PRINCIPE  DE  L~APPAREIL 
Nous avons construit (1) un appareil  (Fig. l) perme- 
ttant : 
1  °  d'observcr en contraste de  phase les  organites 
los  plus petits  (ce qui exclut l'ernploi des objectifs ~t 
miroirs,  dont  l'ouverture  num6rique  n  sin  u  =  l, 
n'est pas suifisante. 
2 °  d'obtenir un  spot  ultra-violet  aussi  petit  qu'il 
cst  possible  (co  qui  n~ccssite l'cmploi,  commc  con- 
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l'ultra-violet). 
On projette sur la cellule h irradier, h l'aide d'un 
condensateur sp&cial, l'image d'une petite ouverture 
6clairfe  par  un  faisceau  ultra-violet mono ou poly- 
chromatique.  On  utilise  des  ouvertures  circulaires 
donnant des  images de diam~tres de 0.2  ~  10  /z  et 
des ouvertures allong~es donnant  des spots  de  0.Sg 
sur  10/~. 
Le eondenseur doit ~tre  aussi  bien corrigfi  qu'un 
objectif  et  avoir  une  ouverture  numSrique  tr~s 
grande,  si  l'on veut  obtenir des spots bien  localis~s 
et portant une ~nergie suffisante. 
Nous  avons  utilis~  comme  condenseur  l'objectif 
catadioptrique de Bausch and Lomb  (systSme  Gray) 
d'ouverture num~rique  1.0  (immersion heau)  ainsi 
que l'objectif h lentilles Ultrafluar Zeiss d'ouverture 
0.85  (immersion glycerine), les  deux syst~mes ~tant 
corrig6s  dans  l'ultra-violet  et  dans  le  visible. 
Le  condensateur  schSmatiquement  (Fig.  2)  re- 
pr~sent~  sur  le  dessin  est  un  syst~me  h  miroirs 
sph~riques  (type  Schwarzschild)  pourvu  d'une 
lentille frontale centrfie sur l'objet, dont le r61e est de 
multiplier  l'ouverture  sin  u  par  son  indite  de 
r5fraction. 
L'objet  est  observfi  et  cinfimatographifi  h  l'aide 
d'un  microscope  classique  5  contraste  de  phase 
composfi  d'un  objectif  h  immersion  (100/1.30 
l'huile) et d'un dispositif oculaire de microphotogra- 
phie,  off  0Cl  est  l'oculaire  de  projection,  G3  le  s~- 
parateur  des  faisceaux,  et  Oc~  l'oculaire  d'observa- 
tion. 
Le dispositif d'Selairage en contraste de phase est 
essentiellement constitu~  par  l'anneau-source D  et 
le vfihicule Ca qui forme son image en vraie grandeur 
dans le  plan focal-avant du  condenseur par  l'inter- 
m6diaire  d'un  miroir  semi-r~fl~chissant  G2.  On 
obtient ainsi l'~clairage h pupille annulaire n~cessaire 
au contraste de phase, tout en ~vitant une diaphrag- 
mation  annulaire  du  faiseeau  ultra-violet. 
Afin d'assurer h l'image en contraste de phase la 
meilleure qualitfi possible, on  place un  diaphragme 
de  champ  devant  C~  h  la  distance  qui  permet  sa 
conjugaison avec le  plan  objet par  rapport au  con- 
densateur.  Ce  diaphragme  de  champ  est  ~clair~ 
uniform~ment par  une lampe de grande luminence 
(h vapeur de Hg ~t tr~s haute pression) par l'interm~- 
diaire  d'une  lentille  C2  qui  forme sur  lui  h  travers 
l'anneau D  l'image de l'ouverture du  collecteur C1. 
Afin  de  mieux  suivre  la  localisation  de  l'image 
ultra-violette,  on  5claire  l'ouverture  A0  avec  une 
petite  source  t~moin  munie  d'un  ~cran  color~  F 
"(vert par ex.)  et  par  l'intermSdiaire d'un  collecteur 
C4 et d'un miroir semi-rSfl6chissant G1. 
Les  miroirs  semi-rSflSchissants  Gi  et  G2  sont 
constitu5s  par  des  lames  de  silice  pourvues  d'un 
traitement h  couches minces di~lectriques compl5te- 
ment  transparent  h  I'U.V.,  mais  r6fl~chissant  30 
pour cent de la lumi~re visible. 
La source ultra-violette est suivant le cas,  consti- 
tute  soit  par  une  lampe  fournissant  un  spectre 
continu dans l'ultra-violet (lampe ~ hydrog~ne ou 
deuterium  mol~culaires)  soit  par  une  fitincelle  de 
cadmium ~ 61ectrodes  tournantes, suivie d'un mono- 
chromateur  (dispositif  de  Koehler  construit  par 
Cooke) soit encore par une lampe ~ vapeur de Hg 
faible pression  (lampe h  r6sonance). 
II.  CONSIDERATIONS  THEORIQUES 
SUR  LA  REPARTITION  DE 
L~ENERGIE  D~IRRADIATION  EN! 
FONCTION  DE  LA  DIMENSION 
DU  SPOT 
Le  faisceau  ultra-violet  est  focalis~  dans  la  pre- 
paration h  l'aide d'un certain nombre d'Sl~ments 
optiques.  Dans  ce  qui  suit,  nous  allons  ~tudier 
l'influence de  ces  divers ~l~ments  sur  la  r~parti- 
tion  finale  de  l'~nergie  dans  la  zone  irradi5e. 
Comme on le volt sur la  Fig.  3,  ce syst&me est 
ainsi  constitu~: une  source  Q,  uniforme, est  pro- 
jet~e  h  l'aide d'une lentille Ct(1),  sur  une  ouver- 
ture  A0,  de  diam~tre  variable.  Un  condenseur 
C,  de  forte  ouverture  num~rique,  forme  en  A, 
h  l'intSrieur de  la  preparation,  une  image  A0. 
Nous allons rechercher les meilleures conditions 
optiques permettant  la  transmission  h  l'objet  de 
la  plus grande quantit5  possible de l'5nergie dis- 
ponible dans la  source et  la  localisation de  cette 
6nergie. 
I1 est ~vident que toutes les difficult5s tiendront 
h la rSalisation de zones d'irradiation tr~s petites. 
Nous  n'examinerons done que ce cas particulier. 
Pour la commodit~ de l'expos~, nous utiliserons, 
bien  que  parlant  de  radiations  ultra-violettes, le 
langage emprunt~ h la photom~trie des radiations 
visibles. 
A.  Calcul  en  optique  g~om~trique  de  l'~clairement 
de la la zone irradi~e (cas des spots assez larges) 
Lorsque les dimensions de la zone d'irradiation 
sont grandes par rapport ~ la limite de r~solution 
du  condenseur C,  les  seuls facteurs dont dfipend 
"l'~clairement ultra-violet" de  cette zone sont la 
"luminance" de la  source et  l'ouverture numfiri- 
que du condenseur. C'est 1~ un r~sultat de photo- 
mfitrie classique. 
l Le  syst~me  optique  ou  monochromateur  prend 
place dans le montage de la lentille C1. 
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Sch~ma optiqre de l'appareil. 
Explication dans le texte. 
Soient  L0  la  luminance  de  l'ouverture  A0  (on 
suppose d'abord que cette  source est  incohfirente ou 
lumineuse elle-m~me),  Tle  facteur  de  transmission- 
du  condenseur  C  et  n  l'indice  du  milieu  optique 
entourant  A.  La  luminance  de  A  est  donnSe  par: 
L  =  Tn2Lo  [A,I] 
qui exprime la loi de conservation des luminances en 
optique  g&om~trique.  Cette  loi  reste  en  fait  valable 
tant que l'on a: 
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Syst~me optique d'irradiation. 
Q-source d'irradiation  a  luminance LI uniforme. 
Cl-collecteur d'ouverture num~rique sin Ul formant une image rfeIle de Q  sur A0. 
A 0-ouverture source. 
C-condenseur  pour  irradiation  d'ouverture  n  sin u  et  de  grandissement g  =  n sin u/sin u0  formant  une 
image r6elle  de A0 dans l'espace de l'objet  irradi6. 
1.22X  1.22x 
r  >>  --  ou  r  o >>  -- 
2n sin u  2 sin u0 
off r0 est  le rayon de l'ouverture A0 et r  celui  de son 
image g6om&rique  (ro  =  gr)  soit ft., l'angle  solide du 
faisceau d'ouverture  u. 
L'finergie revue  en  A  par  unitds  de  surface  et  de 
temps  est  proportionnelle  ~  l'6clairement  E 
E  =  L~o  =  Tn2Lo~  =  TLorc(n  sinu u)  2  [A,2] 
B.  Irradiation  h  l'aide  de  trks  petits  spots 
Lorsque  les dimensions de  la  zone d'irradiation 
sont du  m~me ordre  de grandeur  que la  limite de 
r6solution  du  condenseur,  les  r~sultats  de  Fop- 
tique gfiom&rique ne peuvent plus &re  appliques. 
Or,  en  optique  physique  la  diffraction  a  deux 
consequences: 
1  ° elle  impose une  limite  inf&ieure  ~  la dimen- 
sion du spot. 
2 °  elle  diminue  la  luminance  transmise  en 
fonction  du  rayon  r0  de  l'ouverture  Aa.  La  loi 
(A,  1)  n'est  plus  valable. 
Examinons  d'abord  la  premiere  de  ces  cons6- 
quences  en  prenant  ~  la  limite  r0  =  0.  L'image  A 
d'une source ponctuelle est alors dfifinie par la  tache 
d'Airy  (si le syst~me C  est parfait). 
Le rayon de cette tache limitfie au premier  anneau 
noir est : 
1.22X 
~(0) 
2n sin uo 
Ii  est  plus  commode  d'utiliser  des  unit&  dites 
optiques  (w)  qui rendent la rfipartition  d'dclairement 
ind6pendante de la longueur d'onde et de l'ouverture 
num~rique : 
2~ 
w  =  --  (nsinu)r 
X 
off r  est la  distance au centre  en unit~s de longueur. 
On  a  alors  wl  (0)  =  3.83  ce  qui  est  visible  sur  la 
Fig.  4,  off  la  tache  d'Airy  est  dessinde  en  pointill& 
En ndgligeant la  p6riph6rie  de la  taehe  off  l'dclaire- 
ment  est  infdrieur  h  0.3  du  maximum,  on  a  une 
idge des dimensions de la  "tache la  plus lumineuse" 
dont le rayon  est w  (0.3)  =  2  ou: 
2  X  0.64X 
r(0,3)  --  [B,1J 
lr 2n sin u  2n sin u 
D~s que le rayon r0 de A0 prend  des dimensions 
finies  l'image  de  diffraction  s'dlargit  (puisqu'elle 
r6sulte  de  l'int~gration  de  la  fonction  d'Airy  sur 
cette ouverture). 
La  Fig.  4  repr6sente  les  rdpartitions  d'&laire- 
ment  dans  les  "images  physiques"  de  sources 
dont  le  rayon  de  l'image  gdom&rique  serait 
w0  =  1,  2,  3,  et  4  (le  maximum  central  &ant 
pris  6gal  h  1).  On  voit  que  l'image  w  =  4,  qui 
correspond sensiblement h  une source de diam&re 
6gal  h  celui  de  la  tache  d'Airy  est d6jh  deux  fois 
plus  large  que  cette  tache.  Mais  le  choix  de 
l'ouverture  A0  d~pendra  encore  de  la  deuxi~me 
consequence  de  la  diffraction  qui  diminue  une 
qualit6  du  spot  aussi  pr&ieuse  que  ses  faibles 
dimensions:  son  6nergie. 
La  courbe  de  la  Fig.  5  indique,  par  rapport 
l'6nergie  totale  concourant  h  former  une  tache 
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FmURE 4 
R6partition d'6clairement dans les  images des  ou- 
vertures circulaires de  diff4rents diamhtres. 
En  pointill4  l'image  d'une  ouverture  ponctuelle 
w0  =  0  ou  la  "tache  d'Airy".  Les  abscisses  sont 
en unit4s optiques 
2,~ 
w  =  --  (n sin u)r. 
X 
Le premier minimum nul de  la tache d'Airy est ~t 
une  distance  w  =  3.83  du  centre ce  qui corres- 
pond ~t une distance 
1.22X 
r 
2n sin u 
exprim6e en unit6s de longueur (d'aprhs "W. Wein- 
stein, J. Opt. Soc. Am.,  45,  1955, 1008).) 
d'Airy,  la  fraction  contenue  dans  un  cercle  de 
rayon w, c'est l'energie  encercl~e. On  peut constater 
que  dans  la  tache  centrale  limit6e  au  premier 
anneau noir, il y a 83 per cent de l'4nergie dissip6e 
dans tout le  plan  image et que la  "tache la  plus 
lumineuse"  d6finie  plus  haut  (limit4e  par  un 
6clairement minimum de  0.3)  n'en  contient que 
62 pour cent. 
L%nergie  encerclfe  joue  un  r61e  important 
puisqu'elle  permet  par  inversion  ~  de  connaitre 
l'6clairement maximum au centre de l'image d'une 
source non  ponctuelle. En  effet, le  rayonnement 
2 Voir par exemple: Bouasse et  Carriere, Diffraction, 
Paris, Delagrave, 1923, 62. 
qui concourt rigoureusement au centre de l'image 
A  provient  d'une  rathe  de  diffraction  centrfie 
sur  l'ouverture  A0  qui  en  d4coupe  une  zone  de 
rayon r0. 
I1  en rfisulte que  l'finergie encerclfie repr~sente 
6galement  le  facteur  de  transmission  des  luminances 
d'une  source  de  rayon  ra. 
Pour tenir compte de la diffraction, il faut donc 
substituer dans  (A,  1)  h  Lo,  la  quantit4  L(w)  = 




enordonn5essurlaFig. 3 (oh w0  =  ~  (sin  uo)ro) 
et  L(oo)  est  la  luminance  d'une  source  large; 
elle  est  figale  h  L0. 
La  loi  des  luminances  devlent  alors: 
L  =  n:CLo  [B,2] 
C.  Choix  de  l'ouverture  source  Ao 
Ce  choix dfpend de  l'importance relative  que 
l'on  attache  d'une  part  h  la  petitesse  de  la 
zone  irradi5e  et  d'autre  part  h  la  valeur  de 
l'Snergie  d'irradiation  au  centre  de  cette  zone. 
Le  tableau  suivant  rfisume  les  rSsultats  de  la 
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FIGURE 5 
Fraction de l'6nergie totale dans nne tache d'Airy 
limit6e par un cercle de rayon w. La m~me courbe 
repr6sente  5galement  l'6clairement  au  centre  de 
l'image  d'nne  source  incoh6rente  de  rayon  w 
(d'apr~s Born,  M.,  et Wolf,  E.,  Principles of Op- 
tics,  London,  Pergamon  Press,  1959, Fig.  8.13, 
397). 
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du  rayon  w  de  la  tache  image limit6e  ~  l'6claire- 
ment  0.3  par  celui  de  la tache  d'Airy  (6galement 
limit6e  ~  0.3)  et  le  facteur  C  affectant  l'6claire- 
ment  au  centre  de  la  rathe 3 
L(wo) 
wo  q  C=  -- 
L(oo) 
0  1  0 
1  1.08  0.20 
2  1.28  0.62 
3  1.55  0.80 
4  1.85  0.84 
Le  domaine  le  plus rationnel  semble  ~tre  com- 
pris  entre  w0  =  2  et  w0  =  3.  Au  dessous,  on 
perd  trop  d'6nergie  et  au  dessus  on  n'en  gagne 
que  tr~s  lentement  tandis  que  le  rayon  du  spot 
grandit rapidement. 4 
Application  num&ique:  Nous  prenons  comme 
exemple  un condenseur  C  d'ouverture  num6rique 
n  sinu  u  =  1,  de  grandissement  propre  100  et 
des  radiations  U.V.  de  longueur  d'onde  k  = 
2500 A  (0.25  #);  on  trouve  que  la tache  d'Airy  a 
pour rayon : 
1.22X 
r(0)  -  0.15~ 
2n sin u 
Le  tableau  suivant  donne  (en  unit6s  optiques 
et  en  microns)  le  rayon  de  l'ouverture  source 
(en  supposant  le  grandissement  6gal  ~  1),  celui 
du  spot  obtenu  (6tendu  jusqu'h  E  =  0.3)  et  le 
facteur  de  transmission de  luminances  C,  dans  le 
cas de notre exemple. 
3Nous  devons  avertir  les  lecteurs  que  toutes  les 
formules  de  diffraction  utilis6es  ici  ont  6t6  6tablies 
dans  le  cas  d'ouvertures  angulaires  u  faibles,  alors 
qu'une  ouverture  num6rique  n  sin  u  =  1  implique 
un  angle  u  =  49 °  (dans  l'eau).  Les  r6sultats  ainsi 
obtenus ne constituent done qu'une premiere  appro- 
ximation de ph6nomfines dont le caleul rigoureux est 
inextricable.  Nous  supposons  les  syst~mes  optiques 
parfaits.  En  r6alit6  les  d6fauts  tol6rables  diminuent 
les performances th6oriques de 20 pour cent  environ. 
4 Ce  choix  n'est  applicable  qu'aux  spots  d'irradia- 
tion.  Quant  au  spot  d'analyse  (par  ex. microscopic 
par Flying Spot)  il est ~vident que son rayon ne doit 
pas d6passer w0  =  1. 
Trou  source  Tache  image  Facteur  de 
luminances 
w0  ~0  w  r  C 
mM  mM 
0  2  0.08  0 
1  0.04  2.15  0.09  0.20 
2  0.08  2.55  0.10  0.62 
3  0.12  3.4  0.13  0.80 
4  0.16  4.5  0.18  0.84 
D.  Eclairage  de  l'ouverture  source 
Dans  tout  ee  qui  prfic~de,  nous  avons  suppos6 
que  le  trou  A0  pouvait  ~tre  consid~r6  comme  une 
source  incoh6rente.  En  r6alit6  c'est  une  source 
secondaire  qui  doit  ~tre  fielair6e  de  fa~on  que  son 
rayonnement dans le cSne 2u0 soit ~quivalent ~ celui 
d'une source primaire  (ineoh6rente). 
I1  s'agit  de  donner  ~  l'angle  Ul  en  fonction  du 
rayon r0 une valeur suffisante pour que la luminance 
L  en A  ne soit pas diminu6e par la  diaphragmation 
en A0. 
On peut  dire que le r61e  du collecteur  CI  [Fig.  3] 
est  d'6clairer  uniform6ment et  avee  une  luminance 
maximum  la  pupille  d'entr6e  P  du  condenseur  C. 
La  premiere  condition  (6vidente)  s'~erit  done: 
ul >  u0. 
La condition g6om6trique  suffisante Ul  =  u0 reste 
valable  tant  que  l'ouverture  A0  reste  grande  par 
rapport  h  la taehe de diffraction associ5e au  faiseeau 
d'angle 2  u0,  c'est  h  dire  tant  que 1'on  a: 
1.22 
ro>>  -- 
2 sin uo 
Mais quand l'ouverture A 0 est tr~s petite, elle diffracte 
les  rayonnements  envoy6s  par  C,  qui  risquent  de 
diminuer  l'6clairement  de  P,  surtout  sur  son  bord. 
Pour se soustraire hce ph6nom~ne, il faut augmenter 
l'ouverture  num6rique  du  collecteur  C1.  Le  calcul 
rigoureux de cet  effet est tr6s compliqufi  (th6orie  de 
la coh6rence partielle),  mais il  est possible d'obtenir 
une  bonne  approximation  par  le  raisonnement 
suivant : 
Consid6rons un point  M  au bord  de la pupille P. 
On  peut  considfirer  que  le  faisceau  A oM  provient 
d'une  figure  de  diffraction  (angulaire)  en  avant  du 
trou  A0 dont  le rayon  angnlaire du  premier  anneau 
noir est: 
1.22X 
U0  t  -- 
r 
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FIGURE  6 
Coupes longitudinales des volumes de diffraction  des obiectifs parfaits: 
A  h ouverture circulaire. 
B  h ouverture annulaire, obturation centrale ~gale h 0.25. 
Les r&gions hachur~es correspondent h l'~tendue des faisceaux g~orn~triques. 
(d'apres  Linfoot,  E.  H.,  et Wolf,  E.,  Proc. Phys. Soc. (London),  1953, B  66,  145.) 
Afin de garantir  en M  un ~clairement sup~rieur ~t 
83 pour cent (voir la courbe de la Fig.  3),  il faut que 
le  faisceau  diffractfi  ne  soit  pas  diaphragm(~.  On 
arrive  done  ~t une ouverture  angulaire du  collecteur 
G: 
t 
Ul  ~  UO  ~-  UO. 
I1  est  ~vident  que  pour  6viter  toute  perte  de 
luminance,  il  faudrait  une  ouverture  ul  trSs 
grande;  mais  la  condition  ci-dessus  5quivaut 
un  facteur  de  transmission  des  luminances  C'  de 
l'ordre  de  90  pour  cent 5 quant  au  rendement  de 
l'ensemble  Q,  C1,  Ao. 
Le  tableau  suivant  donne  les  valeurs  num~- 
riques de  ul  h  adopter  pour  les  diff6rentes ouver- 
tures  source  et  dans  le  cas  de  notre  condenseur 
(nsinu  =  1,  g  =  100) 
5 Les points les moins bien  6clairfs recoivent 83  pour 
cent d'6nergie,  les  autres davantage,  la  rnoyenne est 
situfe entre 83  pour cent et  100  pour cent. 
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FIGURE  7 
0.57p 
~E=I  -~ 
E=O.3 
---7 
Image  simplififie  du  "foyer  physique"  limit~  par  une  surface  isophote  0.3  (l'~clairement  au 
centre  est pris  pour  unit~) r~sultant de la diffraction par  une ouverture num6rique n  sin  u  =  1 et 
pour une longueur d'onde X =  0.25~. 
Ouverture source  Collectcur  Rapport 
d'ouverturc 
2  go  uo 
1  4  0.038  0.05  5 
2  8  0.019  0.04  4 
3  12  0.013  0.02  2 
4  16  0.010  0.02  2 
Remarquons  enfin que  le  collecteur  C1  peut  ~tre 
supprim6,  mais dans ce cas,  la source  Q  doit ~tre 
vue  de  l'ouverture  A0 sous  un  angle  2ul. 
E.  R@artition  de  l'~nergie  diffract~e  au  voisinage 
du foyer 
La Fig.  6A repr6sente en coupe longitudinale le 
volume  de  diffraction  (r~partition  spatiale  de 
l'~nergie)  fournie  par  un  condenseur  parfait 
partir  d'une  source  ponctuelle. 6 
Dans cette rfipartition qui n'est qu'approxima- 
tive  (les  calculs  ont  ~t~  effectu~s  en  supposant 
l'angle  d'ouverture  u  petit!)  un  fait surtout  nous 
frappe:  la  condensation  d'finergie  en  forme  de 
bAtonnet  (limit~  sur  la  figure  par  l'isophote  0,1) 
et  qui  ne  semble  ~tre  en  aucun  rapport  avec  le 
faisceau  g~om6trique  trac6  en  pointillC 
6 La  d6termination de  cette r~partition  est  possible 
depuis  les  travaux  de  Lommel  (1864).  Les  lecteurs 
intfiress6s  par  l'aspect  math~matique  du  probl~me 
trouveront  les  d~veloppements  et  bibliographie 
correspondants dans: Born et  E.  Wolf,  Principles of 
Optics,  London,  Pergamon  Press,  1959. 
F.  Valeur  de  l'&lairement  sur  l'axe 
La  Fig.  6B reprSsente le volume de  diffraction 
dans le cas d'un systSme optique  (parfait) prSsen- 
tant  une  obturation  eentrale  de  0.25  (lin~aire- 
ment);  on  constate  que  la  rSgion  centrale  n'est 
que  tr~s peu  modifi~e.  Cette proprifitfi est impor- 
tante  dans le  cas  de  l'utilisation comme  conden- 
seur  d'uhra-violet  des  objectifs  h  miroirs  (ou 
des systfimes mixtes).  Si l'obturation centrale reste 
faible on  peut  done  se  servir des  r6sultats  ~tablis 
pour  des  pupilles  pleines. 
La Fig. 7 reprfisente sehSmatiquement le "volume 
image  le  plus  lumineux"  limit~  par  la  surface 
isophote  0.3.  Les  dimensions  correspondent 
l'ouverture  numfirique  5gale  ~t  1  et  X  =  0.25  #. 
La  Fig.  8  montre  d'une  autre  faqon,  la  difffi- 
renee  entre les optiques gSom~trique  et  physique. 
Les courbes  de la  Fig.  8  permettent  de dSter- 
miner  par  rapport  h  l'~nergie  totale  disponible 
dans le volume de diffraction d'une source  ponc- 
tuelle,  la  fraction  intereept~e  par  un  disque  ab- 
sorbant  eentr5  sur  l'axe  optique.  Le  faisceau  de 
eoubes  permet  de  trouver  cette  fraction  en  fonc- 
tion  du dSfaut de  raise au  point ~  et du rayon  w 
de ce disque. 
Tandis  que  le  faisceau  gSom5trique  marqufi 
en  pointill5  est  convergent,  la  propagation  du 
rayonnement  devient  pratiquement  parallNe 
l'axe  au  voisinage  imm6diat  du  foyer. 
Dans  notre  cas,  la  source  n'est  pas  ponctuelle 
et  la  figure  ne  peut  etre  utilisfie  dans  ce  sens. 
Mais on peut d6montrer faeilement que ces m~mes 
courbes  nous  permettent  de  dfiterminer l'ficlaire- 
ment sur l'axe dans le cas d'une source circulaire 
en  fonction  de  sa  dimension. 
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Fraction  de  l'~nergie totale  dans un faisceau de  radiations  (dont l'6tendue g6om6trique est limit~e 
par des traits pointillSs)  intercept6e par un 6cran de rayon w plac6 h une distance ~  (en unit6s opti- 
On a ~  =  '~(nsinu)z,  oh,  zest  en  unit6s  de  longueur.  (d'aprSs Wolf,  E.,  Proc, Roy.  ques) du foyer. 
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FIGURE  9 
Eclairement  sur l'axe cn fonction du d6faut de raise 
w0  =  3.  Cette courbe a  6t6 obtenue ~ partir de la 
/ 
au point  dans le cas d'une source de rayon  ~gal 
Fig.  7 en suivant la droite w  =  3. 
Par  exemple  pour  une  source  dont  le  rayon 
de  l'image  est  w  =  3,  on  applique  le  m~me 
raisonnement  qui  nous  a  conduit  h  la dfitermin- 
ation  du  facteur  de  transmission  de  lumin- 
ances,  [B,21 
Les  valeurs  de  l'~clairement  en  fonction  de  la 
distance  sont  donn6es  par  les  difffirentes  courbes 
qui  sont rencontr~es  par  la  droite  w  =  3. 
I1  en  r6sulte  la  courbe  de  la  Fig.  9  donnant 
directement  cette  variation  dans  le  cas  d'une 
source  dont  le  rayon  w  =  3.  On  y  voit,  par  ex., 
que  pour  un  d6faut  de  mise  au  point  g~  =  77r 
l'ficlairement tombe  h  30 pour cent. 
III.  ABSORPTION  Dig  I~ENERGI~ 
PAR  L~OBJET  IRRADI]~ 
Le  but  de  l'expfirience  est  de  faire  absorber  par 
des  cellules  vivantes  ou  par  des  substances  or- 
ganiques  l'6nergie  transport6e  par  les  radiation- 
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tr& ouvert  (n sin u  =  1)  il est possible de localiser 
cette  action  non  seulement  lat5ralement  mais 
aussi  en  profondeur  puisque  la  densit6  d'~nergie 
dans  un  tel  faisceau  est  partout  n6gligeable  par 
rapport  h  celle  qui  r~gne  au  voisinage  de  son 
foyer. 
Nous  allons  tout  d'abord  d~finir  l'absorption 
d'un  flux  dans  un  volume  absorbant.  Soit ~  un 
flux  incident  de  faible  ouverture  angulaire  u  et 
d'angle  solide  (5  (voir  Fig.  10). 
L'~nergie  absorbfie sur un  petit parcours  dl  est: 
dd~  =  ds  .E  k(X)  dl  [F,l] 
oh  ds  est un  ~l~ment  de surface et k  (X)  le  coeffi- 
cient  d'absorption  du  corps  (voisin  de  0  dans  le 
visible,  il  prend  des  valeurs  importantes  dans 
l'ultra-violet). 
La  quantit~  qui  d~termine  l'effet d'irradiation 
est  l'~nergie  absorb~e  par  unit~  de  volume: 
d~ 
--  =  Ek  (V,21 
dv 
I dS  [ 
FIGURE  10 
Explication dans le texte. 
avec 
dv  =  ds.dl 
ou encore: 
d~ 
--  =  kCLo ~r(n sin u) 2 
dv 
I1  r&ulte  de  (F,1)  que  l'6nergie  absorb6e  sur  un 
parcours  lest : 
dCb  =  dsEo(l  --  10  -kt) 
oh  E0  est  l'6clairement  initial. 
La  perte  d'6clairement  est  donc:  EolO -kt  et 
la  densit6  optique  de  la  couche d'6paisseur  lest 
D  =  kl. 
Dans  le  cas  qui  nous  occupe,  le  faisceau  est  con- 
vergeant  et  tr6s  ouvert.  Toutes  les  substances  sont 
plus  ou  moins  absorbantes.  Nous  allons  donner une 
formule permettant de calculer l'absorption pour  de 
faibles valeurs de k. 
Un  rayon  traversant  une  touche  d'6paisseur  l0 
sous  une  inclinaison u  effectue un  parcours 
l(u)  -  lo 
COS  U 
dans  cette  couche.  Le  rayon  marginal  de  notre 
condenseur  pr&ente  un  angle  u  max  =  49 °dans 
l'eau  et on a  l(49 °)  =  1.5110. 
Pour  rendre  compte  de  l'effet  global,  on  peut 
calculer  une  "6paisseur  efficace"  l,n  comprise  entre 
Fmu~E  11 
Schema de montage de l'objet entre le condcnseur et l'objectif. 
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trouve : 
n 
m  =  I  +  tn  ~ 
o 
L'6paisseur  de  /m  est  une  6paisseur  fictive  de  la 
m~me  substance  travers6e  en  faisceau  parall~le  et 
absorbant le  m~me quantit6  de flux incident. 
La transmission du faisceau conique s'exprime alors 
commod6ment par  10  -~'zm 
Mais  ces  r6sultats  ne  sont  valables  qu'&  une 
distance assez grande du foyer (domaine de l'optique 
gfiom~trique).  Ils  peuvent ~tre utiles pour  l'fivalua- 
tion des pertes d%nergie dans les  couches de l'objet 
pr~c~dant le foyer. 
IV.  EMPLOI  DE  L~APPAREIL 
Preparation  des objets:  On d6pose l'objet entre une 
grande lamelle de silice  7 et une petite lamelle de 
verre,  routes  deux  de  0.18  mm.  d'6paisseur  (cas 
de l'objectif ~ miroirs de Bausch and Lomb utilis6 
comme condenseur). Apr~s avoir lut6 la  pr6para- 
tion  h  la  paraffine  et  l'avoir  mont6e  dans  un 
support  mftallique,  on  la  place,  immerg6e  des 
On  doit  utiliser  comme  lames  porte  ou  couvre 
objet  des  lames  de  silice  (quartz  fondu)  de  haute 
qualit6  au  point  de  vue  de leur  transparence dans 
l'ultra-violet. 
deux  cot6s,  dans  l'huile  du  cot~  objectif et  dans 
l'eau (on la glycerine) du cot6 condenseur (Fig. 11). 
Riglages  du  contraste  de  phase  et  du  spot:  Le  con- 
traste de phase se r~gle de la  mani~re habituelle; 
apr~s la mise au  point du  diaphragme de champ 
h  l'aide  du  condenseur,  on  observe  l'anneau  de 
phase  dans  un  viseur  et  on  centre  par  rapport 
lui  le  diaphragme  annulaire. 
Lc  trou  source ~tant plac6  ~  la  m~me distance 
du  condenseur que  le  diaphragme  de  champ,  il 
se trouve mis au point en m~me temps que celui-ci, 
ce qu'on v~rifie par l'6cairage en lumiSre visible. 
Irradiation."  On choisit le diam&tre du spot et on 
forme son image nette et centr5e sur la pr6paration 
que l'on vent irradier. 
Le  r5glage  &ant  effectu6  en  lumi~re  visible, 
on  lui substitue ensuite les rayons uhra-violets et, 
l'opfiration  d'irradiation  commence.  Nous  avons 
utilis5  des  temps  d'irradiation  variant  entre 
quelques  dixi~mes  de  seconde  et  30  secondes. 
Toutes  les  experiences sont  cin6matographi6es 
apr~s  un  controle  (Figs.  12  et  13)  pr6alable  de 
l'image  en  contraste  de  phase. 
L'appareillage  permet  une  observation  simul- 
tan~e  pendant la  prise de vues qui s'op~re image 
par  image,  afin d'assurer h  la  projection, suivant 
les  cas,  les  acc516rations  ou  les  ralentissements 
d5sir6s. 
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FIGURE 1~ 
Microphotographie  (grossissemcnt 2.500)  de  l'image  observ&e  dans  l'appareil.  Elle 
montre des leucocytes du sang humain. 
On volt des spots de diff@rentes formes et dimensions projetSs sur la cellnle en lumi~re 
visible. La zone 5clairSe  correspond a  la zone irradi~e par des rayons ultra-violets. 
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Exemple de l'effet de l'irradiation ultra-violette localis~e sur des globules rouges (gros- 
sissement environ  2.000). 
Ces microphotographies ont 6t~ prises ~ des intervalles de 5 secondes. 
A,--L'irradiation  a  ~t~ faite avec la longueur d'onde de 2.530 AngstrSms. 
B.--L'irradiation a  ~t~ faite seulement en haut,  ~ gauche de chaque s~rie.  On constate 
la  marque  laiss~e  par  le  faisceau  ultra-violet,  le  gonflement  du  globule  puis  son 
h6molysc. 
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